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論 文 内 容 要 旨
中枢 神経系 においてCa2+/カ ル モデ ュ リン依 存性 シ グナル 伝達 は神経可塑性や 記憶 ・学 習,情 動 な ど
に密接 に関与 してお り,重 要な細胞内情報伝達系で ある。Ca2+/カ ルモデ ュ リンの主 要な標 的分子 として
Ca2"/カ ルモデ ュ リン依存性 プ ロテイ ンキナー ゼ(CaMK)が 挙 げ られ る。CaMKはCaMKIIIや ミオ シン
軽鎖キナーゼな どの基質特 異性 が高 く特 定の基質のみ を リン酸化す る単機能型CaMKと,基 質特 異性が
低 く様々なタ ンパ ク質 を リン酸化す る多機能型CaMKに 分類 され る。多機能 型CaMKは 中枢神経 系 に豊
富 に発現 し,様 々な タ ンパ ク質 を リン酸化す るこ とに よりCa2+/カ ルモデ ュ リン依存性 シグナル伝達 を
仲介 してい る。多機能型CaMKに はCaMKJ,CaMKII,CaMKIVの3分 子 が存在 し,そ の 中で もCaMKI
及 びCaMKIVは 上流 のキナー ゼで あ るCaMKキ ナーゼ(CaMKK)と ともにCaMKカ スケー ドを構 成
してお り,Ca2+/カ ル モデュ リン存在 下にCaMKKに よ りリン酸化 され るこ とで活性化 され る(Fig.1)。
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Figure1.蜘ItifunctionalCa2"cal鵬odu闘ndependentpreteinkinases・
外調節 キナーゼ(ERK)の 活性化 に関与 し,ERK依 存性 のシナ プス長期増強 に関与す るこ とが報告 され
た。 さ らに当研究室 か らもCaMKIδ アイ ソフォー ムが海馬神 経細胞において神経活性依存 的に核 内へ移
行 し,CREBを リン酸化する ことを報告 した。CaM-Vは 核 内に局在 し,様 々な転写 因子 を リン酸化 し,
遺伝子発 現に関与 してい る。CaMKIVは 特 にcAMP応 答 因子結 合 タンパ ク質(CREB)を リン酸化 し活
性化す る ことで,シ ナプス長期増強や細胞 の生存 に関与 してい る。CaMKKはCaMKI,CaMK【Vの 上流
のキナーゼ として発見 され たが,近 年,そ れ以外 の基 質 と して プ ロテイ ンキナー ゼBIAktとAMPキ ナ
ーゼが報 告 され た。 さ らに近年,CaMKK及 びCaMKIが 精 神遅滞 に深 く関与す るP21-activatedkinase-
interactingexchangefactorβ と複合体 を形成 し,神 経活動依存的な棘突起形成に関与す る ことが報告 され,
CaMKカ スケー ドは精 神疾患の発症機構 の解 明 ・創薬 の面か らも注 目されている。
本研究 におい て,私 は神経細胞 の形態形成 にお けるCaMKカ スケー ド分子 の機能 を明 らかにす るため・
発達過程 のマ ウス脳 にお けるCaMKI,CaMKIV,CaMKKそ れ ぞれの遺伝子 発現局在 をiilsituハ イ ブ リ
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ダイゼーション組織化学法により検討 した。CaMKIに は4つ のアイソフォーム(α,β,γ,δ)が 存在 し,
成熟脳においてそれぞれ異なる発現局在及び細胞内局在を示すため,そ れぞれ異なる神経機能に関与し
ていると考えられている。CaMKIの4つ のアイソフォームそれぞれに特異的なプローブを用いてinsitu
ハイブリダイゼーション組織化学法を行った ところ,そ れぞれのアイソフォームで時間的 ・空間的に相
違なる遺伝子発現を示 した。記憶 ・学習に深 く関与する海馬に注 目して見てみると,CaMKIβ2ア イ ソフ
ォームは歯状回顆粒細胞層では生後発達に伴い発現が増加 したが,錐 体細胞層では逆 に生後発達におい
て発現が減少 した。CaMKIδ アイソフォームは胎生期18日 齢から錐体細胞層に発現が認められ,生 後発
達に伴いその発現は増加 した。CaMKIα 及び γアイ ソフォームは発達過程を通 して中から弱程度の発現
だった。また,半 定量RT-PCR法 により海馬におけるCaMKIの 遺伝子発現を検討 した ところ,全 ての
アイソフォームで生後2～3週 に発現量がピークを示 した。この発現パターンは海馬錐体細胞において
樹状突起の発達が最も活発 となる時期 と一致 している。各脳領域において神経細胞の樹状突起はそれぞ
れ独特の形態を構築 し,受 け取 る情報の種類や数を制限しているため,樹 状突起の形態は神経細胞の機
能 と密接に関与 している。次に,私 は海馬初代培養細胞を用いてCaMKIの 樹状突起発達への関与を検
討 した。その結果,恒 常的不活性型CaMKI変 異体の強制発現により樹状突起の総延長が有意に減少 した。
'
これ らの結果か らCaMK【 が海馬神経細胞において樹状突起の発達に関与することが示唆 された。しかし,
樹状突起はその発達の過程において様々な段階(樹 状突起の初期の形成,伸 長,分 岐の形成)を 経て成
熟 した樹状突起 となる。そのため,樹 状突起の本数及び平均の長 さ,branchingindexを 測定することに
よって,CaMKIが それぞれ樹状突起の初期の形成及び伸長,分 岐の形成のどの段階に関与するかを検討
した。Branchingindexと は樹状突起上での分岐点の数を樹状突起の総延長で除した値で樹状突起構造の
複雑さを反映 している。その結果,CaMKI変 異体の強制発現によ り樹状突起の平均の長 さが有意に減少
した。一方で,樹 状突起の本数及びbranchingindexに 変化は見 られなかった。 これ らの結果から海馬神
経細胞においてCaMKIが 樹状突起の伸長 に関与 していることが示唆された。
次に,CaMK【Vの 発達過程におけるマウス脳での遺伝子発現 をinsituハ イブリダイゼーション組織化
学法により検討 した。その結果,CaMKIVは 各脳部位によ り異なる遺伝子発現パターンを示 し,海 馬に
おける遺伝子発現は胎生期18日 齢から錐体細胞層に認められ,生 後発達に伴い発現は増加 し,生 後15
日齢にピークを示 した。そのため,海 馬初代培養細胞を用いてCaMKrvの 樹状突起発達への関与を検討
したところ,恒 常的不活性型CaMK【V変 異体の強制発現により樹状突起の総延長及び樹状突起の本数が
有意に減少 した。一方,樹 状突起の平均の長 さに変化はなかった。これ らの結果か らCaMKIVは 海馬神
経細胞 の樹状突起発達においてCaMKIと 異なる段階,樹 』状突起の初期の形成段階に関与することが示
唆された。
最後に,CaMKKの 発達過程におけるマウス脳での遺伝子発現を検討 した。CaMKKに は2つ のアイソ
フォーム(α,β)が 存在するので,そ れぞれに特異的なプローブを用いて'齠 枷 ハイブ リダイゼーショ
ン組織化学法を行った。その結果,CaMKKの2つ のアイ ソフォームはそれぞれ相異なる遺伝子発現パ
ターンを示 した。海馬において,CaMKKα アイソフォームは胎生期にはほ とんど発現は見られなかった
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が,出 生後から歯状回顆粒細胞層で発現が増加 した。CaMKKβ アイ ソフォームは胎生期15日 齢から錐
体細胞層に発現1が認め られ,発 達に伴い発現が増加 した。海馬初代培養細胞を用いてCaMKKの 樹状突
起発達への関与を検討 したところ,興 味深いことにCaMKIVに 関する実験の結果 と一致 して,恒 常的不
活性型CaMKK変 異体の強制発現により樹状突起の総延長及び樹状突起の本数のみが有意に減少 した。
一方で,樹 状突起の平均の長 さに有意な変化は観察 されなかった。また,CaMKKの 薬理学的阻害剤で
あるSTO-609(2.6μM)処 置においても同様に樹状突起の総延長及び樹状突起の本数が有意に減少 し,
樹状突起の平均の長 さに変化はなかった。これ らの結果は,CaMKKが 海馬神経細胞において樹状突起
の初期の形成段階に関与することを強 く示唆 している。
以上,本 研究によ りCaMKカ スケー ドの神経発達過程における機能を解 明する上で重要な解剖学的所
見が得 られた。 さらに,海 馬初代培養細胞 を用いた分子細胞学的実験によって,CaMKカ スケー ドの新










審 査 結 果 の 要 旨
中枢神経 系においてCa2'/カ ル モデ ュ リン依存性 シグナル伝 達 は神経可塑性や記憶 ・学習,情 動 などに
密接 に関与 してお り,重 要 な細胞内情報伝 達系であ る。多機能型Ca2・/カ ル モデュ リン依存性 プ ロテイ ン
キナーゼ(CaMK)は 中枢神経 系に豊富 に発現 し,Ca2+/カ ル モデ ュ リンによ り活性化 され,様 々な タン
パ ク質 を リン酸 化す る ことに よ りCa2+/カ ルモデ ュ リン依存性 シ グナル伝達 を仲介 してい る。多機能 型
CaMKに はCaMKI,CaMKII,CaMK【Vの3分 子が存在 し,そ の中で もCaMKI及 びCaMKIVは 上流のキナー
ゼで あるCaMKキ ナーゼ(CaMKK)と ともにCaMKカ スケー ドを構成 してお り,Ca2+!カ ルモデ ュ リン
存在 下 にCaMKKに よ りリン酸化 され る こ とで活性化 され る。CaMKIVは 核内 に局在 し,転 写因子で あ
るcAMP応 答 因子結合 タンパ ク質 を リン酸化 し,遺 伝子発現 に関与 してい るc一 方,CaMKIは 神経細胞
の形 態形成 に関わる とい う報告 がある。
本 論文で,鎌 田暁史氏は神経細胞 の形態形成 にお けるCaMKカ スケー ド分子 の機能 を明 らかにす るた
め,発 達過程のマ ウス脳 にお けるCaMKカ スケー ド分子の遺伝子発 現局 在をinsituハ イブ リダイゼーシ ョ
ン法 によ り検討 し,CaMKI,CaMKIV,CaMKKの 時間的 ・空 間的に相異 なる遺伝 子発現 を明 らかに した。
記 憶 ・学習に深 く関与す る海馬 におけるCaMKカ スケー ド分子 の遺伝子発現 は生後発達過程 に伴 い増加 し,
生後2～3週 に ピー ク を示 し,海 馬錐 体細胞 において樹状 突起の発達 が最 も活発 とな る時期 と一致す る
ことを見出 した。次 に,海 馬初代培養細胞 を用いてCaMKカ スケー ド分子の樹状突起の発達への関与 を
検討 し,恒 常 的不活性 型CaMKI変 異体 の過剰発現 に よ り樹状 突起 の総延 長及び平均 の長 さが有 意に減
少す ること,恒 常的不活性型CaMKIV及 びCaMKK変 異体の過剰発現 では樹状 突起 の総延 長及び本数が
有意 に減少 す るこ と,さ らに,CaMKKの 阻害 薬であ るSTO-609処 置に よって も同様 に樹状 突起 の総 延
長及び本数が有意 に減少す るこ とを見出 した。
本 研究 によ りCaMKカ スケー ド分子で あ るCaMK【,CaMKIV,CaMKKの 遺伝子発現 は神経系発達 に
伴 って時 間的 かつ空間的 に制御 されてお り,神 経 回路 形成,神 経 可塑性 に関わる こ とが強 く示唆 され た。
特 に,培 養細胞 を用い て海馬 神経細胞樹状 突起 の発達 においてCaMKI及 びCaMKrvが それ ぞれ樹 状突
起 の伸長,突 起 の形成 に関与す るこ とを明 らかに した ことはCaMKカ スケー ド分子 の生理機能 を理解す
る上 で,新 規性 に富む重要な発見で ある。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位 論文 として合格 と認 める。
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